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"E SE ER JE 6 zB ESTE a E EZ DNA 的 
RAPD 分 析 和 序列 比 对 


RER, R 其 


(西安 交通 大 学 医学 院 免 疫 学 与 病原 生物 学 系 , 西安 710061 ) 


iE: [Hiy]2HPr-ESENE NS Demodex folliculorum( D. f. ) 和 皮脂 蠕 形 螨 忆 brevzs( 忆 2 ) 基 因 组 DNA 的 多 态 性 , 对 相 
关 条 带 进行 测序 分 析 。【 方 法 】 采 用 改良 小 昆虫 DNA 提取 法 提取 两 种 人 体 蜂 形 螨 基因 组 DNA, 选择 RAPD 技术 对 其 
进行 多 态 性 分 析 , 将 相关 条 带 分 别 与 pPMD18-T 载体 连接 ,克隆 测序 后 进行 酶 切 鉴定 和 分 析 。 [AR] ERRE 
扩 增 15 条 带 , 皮脂 蠕 形 螨 共 扩 增 12 条 带 ; 两 种 蠕 形 螨 既 有 共有 条 带 ,， 又 有 特异 性 条 带 ; 根 据 条 带 差异 计算 得 到 两 种 
EERIE B Jy 0.5556, -ESEREJE 62 800 bp 处 特异 性 条 带 测序 结果 显示 , 序列 片段 长 度 为 855 bp( GenBank 登录 
号 为 FI277970) ;特异 性 引物 扩 增 和 酶 切 鉴定 均 为 毛 守 蠕 形 螨 所 特有 。 序 列 比 对 显示 与 阿 糖 胞 车 DNA. 区 域 结合 蛋 日 
有 46% 的 序列 相似 度 。 两 种 人 体 蚂 形 螨 约 300 bp 处 共有 条 带 序列 分 析 显 示 ， 碱 基 序 列 均 为 341 bp( GenBank 登录 号 
分 别 为 D.f FI520176;D. b. FI520175) , 在 第 84 和 第 165 位 点 有 2 个 碱 基 不 同 , 分 别 是 A/G 和 C/T 互 换 , 同 源 性 高 
达 99.4% 。 但 未 发 现 有 开放 阅读 框 和 相似 度 高 的 序列 。[【 结论 序列 片段 为 855 bp HRR ER E Z9 7E ENTE: S98 Br FF 
有 ;341 bp 碱 基 序 列 为 毛 赛 蠕 形 螨 和 皮脂 蠕 形 螨 所 共有 ， 同 源 性 高 达 99.4% 。RAPD 技术 可 用 于 两 种 人 体 蠕 形 螨 基 
因 组 DNA 的 多 态 性 分 析 和 物种 鉴定 。 
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RAPD analysis and sequence alignment of genomic DNA of hair follicle 


mites Demodex folliculorum and D. brevis ( Acari: Demodicidae ) 

ZHAO Ya-E", CHENG Hui ( Immunology and Pathogen Biology Department, Medical School of Xi’ an 
Jiaotong University, Xi’ an 710061 , China) 

Abstract. [Objective] Analysis of genomic DNA polymorphism and the related sequence of Demodex 
folliculorum and D. brevis. [Methods] The genomic DNA of the human Demodex was extracted by using 
improved DNA extraction method of mini-insects. Random amplified polymorphic DNA ( RAPD) was 
applied to analyze the polymorphism. The related bands were connected with pMD18-T vector, and cloned, 
sequenced , and identified and analyzed after enzyme digestion. [Results] There were 15 bands obtained in 
D. folliculorum and 12 in D. brevis. Some bands were shared by the two mites while others were species- 
specific. The genetic distance between the two Demodex species was 0. 5556. After recombination, the 
sequence of the specific band ( about 800 bp) of D. folliculorum was found to be 855 bp ( GenBank 
accession no. FI277970) in size. The 855 bp fragment was confirmed to be characteristic for D. 
folliculorum according to the PCR result with a specific primer and the result of enzyme digestion analysis. 
This sequence had 46% similarity to AraC-type DNA-binding domain-containing protein. The shared 
fragments ( about 300 bp) by the two mites were both 341 bp in length ( GenBank accession no. FI520176 
and FI520175, respectively), and with two different bases at the 84th and 165th sites, which were A/G 
and C/T permutation, respectively. Their homology was 99. 4% , but there was no ORF and high similar 
sequence. [Conclusions] The 855 bp fragment is specific to D. folliculorum. The 341 bp fragment is 
shared by D. folliculorum and D. brevis with 99. 4% homology. RAPD can be used in genomic DNA 
polymorphism analysis and species identtfication of D. folliculorum and D. brevis. 
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alignment; species identification 


WERI EJERE (Arachnida), Wi IV 2p 
(Acari), E $ H ( Acariformes ), WE JE ih $ 
( Demodicidae) , IJE 8E Demodex, 是 一 类 小 型 永久 
PESHESER, HBUDLATESJE RIDERS 140 个 , 分 
IFEA CRUCE JS A ID 目 哺乳 动物 的 毛 
3E ASIR RS BUR ERAADA PLE PA] CARE , 
2006) 。 其 分 类 主要 依据 宿主 和 其 自身 形态 特征 。 传 
统 的 生物 分 类 和 谱系 树 的 建立 是 对 生物 表 型 的 比较 
和 分 析 。 表 型 是 基因 型 与 环境 相互 作用 的 产物 , R 
型 相同 的 个 体 可 能 表现 出 基因 型 的 差异 , 基因 型 相 
同 的 个 体 在 不 同 环境 下 也 可 能 表现 出 显著 的 表 型 差 
T, 这 给 分 类 和 谱系 分 析 融 来 了 很 大 困难 和 不 确定 
性 , 因此 , 单 以 生物 表 型 为 物种 分 类 依据 的 传统 分 类 
方法 就 显示 出 明显 的 缺陷 。 而 基因 型 则 能 直接 反映 
基因 的 分 子 结构 特征 , 它 通 和 常 不 会 因 环 境 的 改变 而 
变化 , 因此 基因 型 可 用 于 蠕 形 旺 的 分 类 和 分 子 系统 
学 研究 。 

然而 , 蠕 形 螨 在 基因 水 平 的 研究 几乎 空 日 。 蜂 
形 螨 不 能 进行 体外 培养 ,难以 获取 大 量 虫 源 ; 螨 体 
JL T BER, 虫 体 小 , 难以 勺 浆 ,一 般 的 基因 组 提取 
方法 难以 满足 实验 所 需 基因 组 DNA. 的 量 ， 从 而 加 
大 了 人 们 在 基因 水 平 研究 蠕 形 旺 的 难度 。 鹤 至 目 
前 , A KIRE A AKE RICE PubMed 尚未 检 
索 到 ; GenBank 中 也 只 能 检索 到 一 条 犬 蠕 形 螨 几 丁 
质 合成 酶 的 序列 (CenBank 登录 号 为 AB080667) ;中 
国 期 刊 网 仅 能 检索 到 关于 人 体 蠕 形 螨 基因 组 DNA 
提取 ( 刘 莹 ,2005 ) 及 RAPD 研究 ( 赵 岩 ,2007) 的 硕 
士 论文 共 2 篇 , 但 未 见 正式 发 表 的 相关 文献 。 

目前 ， 螨 类 的 分 子 生 物 学 研究 多 集中 在 与 人 类 健 
康 有 关 的 粉尘 螨 、 羡 螨 . 音 螨 以 及 病 螨 等 , 螨 类 的 分 子 
鉴定 主要 涉及 RAPD( Yli-Mattila et al., 2000; Rodrigues 
et al.，2004 )、RFLP( 刘 运 喜 等 ，2004)、 微 卫星 DNA 
(Walton et al., 2004; Pegler et al., 2005) 和 ITS-1( 
Okabe et al., 2008) ,ITS-2 ( Ben-David et al., 2007) 、 线 
Tu DNA COI 基因 (Emsting et al., 2006) 5$, DNA Œ 
组 技术 业已 广泛 应 用 于 并 原虫 .血吸虫 以 及 按 蚊 等 寄 
生 虫 学 领域 ( 户 钟 山 等 ,2001; 孙 恩 涛 等 ,2007; 洪 强 等 ， 
2008) 。 本 文 在 完成 液 氨 反复 冻 融 法 破碎 螨 体 细胞 、 改 
良 小 昆虫 DNA 提取 法 提取 毛 守 里 形 蜂 Demodex 
folliculorum (D. f. ) PUZ JSIR D. brevis (D. b. ) 3& 
因 组 DNA( 赵 亚 娥 等 , 2009) 的 基础 上 , To] ESJE NS 
乎 无 任何 分 子 生物 学 研究 背景 , 初次 选择 引物 片段 小 、 


灵敏 性 高 通用 性 好 、 简 便 易 行 、 可 探测 种 内 差异 的 随 
机 扩 增 多 人 态 性 DNA( RAPD) 技 术 , 对 其 进行 RAPD 分 
析 和 相关 条 市 重组 测序 ,以 求 探讨 在 分 子 水 平 对 蠕 形 
螨 进 行 分 类 的 途径 。 


1 材料 与 方法 


1.1 螨虫 来 源 

采用 透明 胶 总 粘贴 法 目 受 检 者 面部 获取 里 形 旺 
RER, 显微镜 下 鉴定 虫 种 , 用 目 制 微型 取 螨 针 于 10 
x4 倍 显 微 镜 下 按 毛 赛 蠕 形 螨 与 皮脂 蠕 形 螨 分 类 挑 
取 , 装 入 EP 管 中 。 置 -20Y 冰箱 保存 。 
1.2 HESR 

分 别 将 存放 于 EP EFWE SEDENS 1 500 头 、 
HE ESTE 2 000 头 自 -20% 冰箱 中 取出 , 直接 放 
AWA 1 min 后 立即 研磨 10 min, 反复 4 次 。 
1.3 提取 DNA 

蠕 形 螨 基因 组 DNA 提取 参照 安 瑞生 等 (2002 ) 
改良 小 昆虫 DNA 提取 法 , We xt. Dp JE 
WEHJ EP 管内 加 入 提取 液 A 100 uL[1% SDS, 
50 mmol/L Tris-HCl 25 mmol/L, 25 mmol/L NaCl, 
25 mmol/L EDTA (pH 8.0) ], 65*C;K1& 45 min; Jj 3 
mmol/L 醋酸 钠 100 uL, 冰 上 放置 1 h;12 000 r/min Ej 
心 10 min， 取 上 清 液 ,加 等 体积 的 饱和 酚 ， 混 勾 ， 
12 000 r/min 离心 10 min; 取 上 清 液 , 加 2 倍 体 积 预 
冷 的 无 水 乙醇 ， 混 义 ， 放 置 - 200 沉 演 过夜 ; 
12 000 r/min 离心 15 min, KÆ YLE, 用 70% 乙醇 
400 mL AVLE 1 次 ;12 000 r/min 离心 15 min, 
MAS ULUE37 7C 干燥 15 min, 每 管 加 入 TE 缓冲 液 
30 pkL， 充 分 溶解 后 ，-20Y7 保存 备用 。 
1.4 RAPD 分 析 

引物 设计 参照 赵 宕 (2007) 的 12 条 引物 的 RAPD 
扩 增 结果 , 选择 了 其 中 3 条 扩 增 效果 好 的 , 由 TaKaRa 
公司 合成 , 碱 基 序列 分 别 为 :1 ws 9 5- 
AAAAGCCACT-3 ;2 号 引物 5'-TGGTGGTGAA-3';3 号 
引物 5'-AGTCCAGGTT-3'; 标 准 分 子 量 选择 DNA Marker 
DNA Marker D2000 和 DNA Marker pUCI8, PCR 扩 
增 在 Bio-Rad PCR 扩 增 仪 上 进行 ,反应 体系 为 25 pL。 
反应 参数 为 :94% 预 变性 $ min, 94% 变性 1 min, 36% 
退火 1 min, 727C 延伸 2 min 条 件 下 进行 30 个 循环 , 最 
后 在 72% 延伸 10 min， 设 立 阴 性 对 照 。PCR 产物 经 
296 珠 脂 糖 凝 胶 电 用 后 紫外 透射 检测 仪 下 观察 并 摄影 。 
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1.5 计算 遗传 距离 

根据 遗传 距离 系数 D -1—M, M 为 两 个 体 间 标 
记 的 共享 度 , 人 =2Nj/N ,Ni 为 个 体 a 和 个 体 b 共 
有 的 片断 数 ，V 为 所 检测 到 的 片断 总 数 。 
1.6 PCR 产物 的 回收 、 测 序 与 鉴定 

采用 博大 泰克 的 B 型 小 量 DNA 片段 快速 胶 回 
收 试剂 盒 对 毛 塞 蠕 形 螨 的 特异 性 条 带 和 两 种 蠕 形 螨 
的 共享 条 带 分 别 进行 PCR 产物 回收 ,并 按 试剂 盒 
给 定 的 操作 步骤 进行 操作 。 将 回收 纯化 的 目的 产物 
与 pMD18-T 载体 连接 , 转化 到 大 肠 杆 菌 Escherichia 
coli DH5a 感受 态 细胞 , 用 碱 裂 解法 提取 质粒 ,入选 
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采用 Afa 工 进行 酶 切 双 重 鉴定 ;对 341 bp HARI 
只 采用 Afa 工 进行 酶 切 鉴定 。 
1.7 基因 序列 分 析 

使 用 NCBI 网 站 中 在 线 软件 “ORF finder” (http:// 
www. ncbi. nlm. nih. gov/ gorf/gorf. html) , 查找 检测 序列 
是 否 存在 开放 阅读 框 ;通过 BLAST 软件 (http :// www. 
ncbi. nlm. nih. gov/ BLAST) 进行 序列 比 对 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 RAPD 扩 增 
3 条 随机 引物 扩 增 结果 见 图 1(A) 和 表 1, 125 


引物 扩 增 条 带 清晰 , 可 见 多 态 性 DNA 图 谱 。3 号 引物 
AI HARE, BENI NEAR, 15 条 , KNE 
形 螨 共 扩 增 条 带 12 条 。 重 复 性 良好 (图 1:B) 。 


PCR 的 阳性 克隆 , 测序 。 然 后 ,根据 测序 结果 ,对 
855 bp 特异 性 条 带 首先 设计 特异 性 引物 在 4 个 退火 
温度 (49.2, 51.0, 54.2 和 55.5%C ) 下 进行 鉴定 ;再 
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图 1 随机 引物 扩 增 DNA 指纹 图 谱 


Fig. 1 RAPD fingerprint of Demodex folliculorum ( A) and D. brevis (B) genomic DNA 
1: DNA Marker D2000; 2: 1 号 引物 , ERIRE SS No. 1 primer, D. folliculorum; 3: 1 号 引物 , ISIRIK No. 1 primer, D. brevis; 4: 2 号 引物 ， 
ERIRE NE; No.2 primer, D. folliculerum; 5; 2 €5| 9, RzHBNEJE S No. 2 primer, D. brevis; 6: 3 号 引物 ， 毛 赛 蠕 形 螨 No. 3 primer, D. 
folliculorum; 7; 3 号 引物 , REHSNSJE SS No. 3 primer D. brevis; 8: DNA Marker Ill. 


R1 随机 引物 扩 增 DNA AEREN 
Table 1 Analysis of RAPD fingerprint of Demodex folliculorum and D. brevis genomic DNA 


引物 HAP Erir (bp) Wir (bp) 合计 (条 ) 共有 带 (条 ) 
Primer Mite Main band Secondary band Total (bands) Shared bands 
E Pre 
k , 800, 350 * 550, 480, 260 * , 200 * , 180 * 7 4 
No. 1 primer D. folliculorum 
A E m 
350* , 260* 710, 570, 200* , 180 6 
D. brevis 
28 ATA 
sam - 700, 400, 150 * 580, 500, 340* , 270, 120 8 2 
No. 2 primer D. folliculorum 
Dd 32:7 
M 450 570, 340* , 260, 240, 150* 6 
D. brevis 
3 ri EHZ 
号 引物 a LA] 0 1 o o 
No. 3 primer D. folliculorum 
EIE qr 
Dd 32:7 0 1 o 
D. brevis 


* 为 两 种 蠕 形 螨 共 有 条 市 Shared bands of D. folliculorum and D. brevis 
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2.2 遗传 距离 

T SEU RPG DNA 指纹 图 谱 可 以 看 出 , 1 
号 引物 扩 增 , EUER. 7 条 条 带 、 皮 脂 蠕 形 螨 6 条 
条 带 , 有 4 条 共有 条 珊 ; 2 号 引物 扩 增 , ESENTIE SS. 
8 条 条 市 ; 皮脂 蠕 形 螨 6 RT. 有 2 条 共有 条 带 ; 3 
号 引物 扩 增 , 毛 嘻 蠕 形 晴 和 皮脂 蠕 形 螨 均 未 扩 出 条 带 ， 
Jod ok. BARE- pz BR NSJE NS HS Xt P ER TR 
D-1-M, iij M-2N,/N' 2x(4 -2)/(13 +14 + 
0) 20.4444, 因此 得 D =0.5556。 


2.3 ”特异 性 条 帝 的 重组 与 序列 分 析 

2.3.1 重组 与 测序 :对 毛 宫 里 形 螨 800 bp 左右 特 
异性 条 带 进 行 回 收 , 重组 质粒 经 PCR 扩 增 后 电泳 
产物 与 目的 条 带 800 bp 一 致 , 送 上 海 桑 尼 生物 科技 
有 限 公 司 和 北京 奥 科 生物 技术 有 限 责 任 公 司 测序 。 
两 家 公司 测序 结果 完全 相同 , 图 谱 波 形 清楚 , Mg 
示 长 度 为 855 bp 的 基因 序列 (图 2)。 该 序列 已 经 
递交 CenBank ,登录 号 为 了 I277970 。 


AAAAGCCACTGCGATCGGGGGTTCTTGCATTAAATAGCGACGAATTTGGGCACTGGTTGAATGTGGATTTTTATAACGAGTCAGTAAAATA 
TGTGGGGTTTGCTGAATAAATTGATACCACGATTTACTCTCCTGTTTTATGGGCATTTTTAAATAATTGGCATCGAACTGAATATAGTTTTC 
AGCCATTTGATACTTGATATTTTCACAAAAACGAACTTTGTAATCGATATCATCTGTAGGTGCATCACATTTGAGTTGAATTTGATTCAAA 
ATCACCCGTTGACCCACTAGCCAACATATTAGAGCATGAATCAACATGATGTAGGTTGCGTAACTAAACATACGCTTGGGCTGTTGTCGCT 
TCGTAAATCACAATATAGGCATAATGTTCTTGTACCATGAGTTGACTGCTAAAGTCATCTAGCACCAGATTCATAAACTGCAAAATATGCT 
VXGAATAGCTTGGTCGAGCTGGGTGCTGTCTAATACTGATTTAGATAAAAGCTGAAAACTGCCACTCTGCAAAATATGCTGAATAGCTTGG 
TCGAGCTGGCTGCTGTCTAATACTGATTTAGATAAAAACTGAAAACTGCCACGGCGCATAACATGACGATCCATCCCAAAAAACTCATC 
ATTCATGACATTGGCCAGTTCACTCCAGAGCTCGTGCATATTGATTGACTGAGACTCGTGCTTTTCTCGCACTTAACAATTCGCTATTGCATG 
CCTGCATTTTTCAAAATATCAGCAACTGCATATCCCTGCTTTTCAGCTTCAAACAATGCTTCGTCTACCAAAGCAATTGAAATGGAATCT 


TTCTGGGCATTTGCATCTTCCGATGCAGCTCATAGTGGCTTTT 


图 2 BÆ 855 bp 特异 性 条 带 基 因 序 列 


Fig. 2 Gene sequence of 855 bp fragment specific in Demodex folliculorum 


2.3.2. 特异 性 引物 与 酶 切 鉴 定 :855 bp 基因 片段 特 
异性 引物 PCR 扩 增 结果 如 图 3 所 示 , 2 ~5 泳 道 不 
同 退 火 温 度 毛 守 蠕 形 晴 均 出 见 特异 性 的 800 bp 左 
右 的 条 带 , 与 预期 结果 一 致 , 而 6 泳 站 阴性 对 照 和 


7 ~10 泳 着 皮脂 蠕 形 螨 则 未 见 到 , 证 明 随 机 引物 扩 
增 的 855 bp B ga dk Fr 7U B5 E -E E RE 96 HJ Aie DA] 
进一步 用 酶 Afa I 将 855 bp 片段 切 成 397, 393, 65 
bp 3 段 (图 4)。 





图 3 855 bp 基因 片段 特异 性 引物 扩 增 结果 
Fig. 3 PCR product with a specific primer of 855 bp fragment 
1: DNA Markerlll; 2: EZI IH, 49.2% (D. folliculorum, 49.22) ; 3; ERIRE 51. 07C. (D. folliculorum, 51. 0C.) ; 4: EIRE IH 54. 27C 
(D. folliculorum, 54.220) ; 5; EIRIK 55.5C (D. folliculerum, 55. 55C) ; 6: 阴性 对 照 Negative control; 7: 皮脂 蠕 形 螨 49.2% (D. brevis, 
49.220); 8; 皮脂 蠕 形 螨 91.0% (D. brevis, 51.00) ; 9. HEBEREJESS 54.2C (D. brevis, 54.270) ; 10; ESIE 55.50 (D. brevis, 55.50). 


2.3.3 同 源 性 分 析 : 分 析 绪 有 果 发 现 , BAMI 
异性 855 bp 序列 存在 一 个 可 以 翻译 出 281 个 氨基 
酸 的 开放 阅读 框 。 比 对 结果 显示 , 该 序列 与 阿 糖 胞 
T DNA DOS 58 H8 4696 的 序列 相似 度 。 

2.4 共享 条 市 的 重组 与 序列 分 析 

2.4.1 重组 与 测序 :对 两 种 蠕 形 师 300 bp 左右 共有 条 
带 进 行 回收 , 重组 质粒 经 PCR 后 电泳 , 所 得 结果 如 图 


5 所 示 , 3 个 D. f. 48037 D. b. 质粒 均 扩 增 出 300 bp 
Zehn, 表明 目的 片段 均 被 成 功 克 隆 ， AROE 
海 又 尼 生 物 科技 有 限 公 司 和 北京 奥 科 生 物 技术 有 限 责 
FEAR) dU EE. PSU EA n] UU EXE NE S 
(Sequence 0) FIAIK IRI ( Sequence 1) 的 测序 结果 完 
全 一 致 , 均 为 341 bp 的 基因 序列 。 两 序列 已 递交 
GenBank, 登录 号 分 别 为 FI520176 和 FI520175, 
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图 4 855 bp 基因 片段 酶 切 鉴定 
Fig. 4 Enzyme digestion identification of 855 bp fragment 


1: DNA Marker D2000; 2: 酶 切 前 Without enzyme digestion; 3: 酶 切 后 After enzyme digestion; 4: DNA Marker pUCI8. 
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图 5 300 bp 条 带 重组 质粒 PCR 鉴定 
Fig. 5 PCR identification of recombination plasmids of 300 bp fragment 


1: DNA Marker 亚 ; 2 -4: ERIZE HA1, 2 和 3 号 重组 质粒 No. 1, 2 and 3 recombination plasmids of Demodex folliculorum; 5 -7: 皮脂 蠕 形 螨 的 
4, 3 和 6 号 质粒 No.4, 5 and 6 recombination plasmids of D. brevis; 8: 阳性 对 照 Positive control 


2.4.2. 酶 切 鉴定 与 同 源 性 分 析 : 选 择 内 切 酶 为 4 分 别 是 A/C 和 C/T 互 换 , 同 源 性 高 达 99.4% (图 
I , 将 341 bp 序列 片段 切 为 283 和 58 bp 两 个 片 7)。 用 GenBank BLAST 程序 ( http://www. ncbi. 
E, 电泳 后 酶 切片 段 与 目的 片段 相同 (图 6)。 同 源 è nlm. nih. gowBLAST) 未 发 现 该 段 序 列 有 开放 阅读 
性 比较 发 现 , MPIRE TIRA RERE, YE 。” 框 和 相似 度 高 的 序列 , 序列 功能 尚 不 清楚 。 

341 个 碱 基 中 只 有 第 84 和 第 165 两 个 位 点 不 相同 ， 
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图 6 两 种 蠕 形 螨 341 bp 片段 酶 切 鉴定 
Fig. 6 Enzyme digestion of the 341 bp fragments of Demodex folliculorum and D. brevis 
1: Marker pUCI8 DNA/Mspl; 2: ERIRE Fr ERE Rif Fragment of D. folliculorum without enzyme digestion; 3: 毛 塞 蠕 形 螨 片 段 酶 切 后 Fragment 


of D. folliculorum after enzyme digestion; 4: 皮脂 蠕 形 螨 片 段 酶 切 前 Fragment of D. brevis without enzyme digestion; 5; 皮脂 蠕 形 螨 片段 酶 切 后 
Fragment of D. brevis after enzyme digestion; 6: DNA Marker D2000. 
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1 | AAAAGCCACTCAATGGCACAAGATATTCATATCATGCATAATTGGCAAGAGATTAATATTCA 62 
1 AAAAGCCACTCAATGGGACAAGATATTCATATCATGCATAATTGGCAAGAGATTAATATTCA 62 
63 GTATTAATAGCAGACTATGATAAGTTGATAAGAAATAAACTAACAGAAATTAGAAAATAAGC 124 
63 GTATTAATAGCAGACTATGATGAGTTGATAAGAAATAAACTAACAGAAATTAGAAAATAAGC 124 
125 AAAAGAAATAAATAGTTCACTGAAGAGGAAACATACATGGEGAATTAAACTGTGAAAAGATG 186 
125 AAAAGAAATAAATAGTTCACTGAAGAGGAAACATACATGGTGAATTAAACTGTGAAAAGATG 186 





52 卷 


vooroor 
SS ra o US OM TS OS TS OS 


187 CTCAACCTTATCAGTAATCAGGGAAATACAAATGAAAACTATAATGGGATTTGTTTTATATC 248 
187 CTCAACCTTATCAGTAATCAGGGAAATACAAATGAAAACTATAATGGGATTTGTTTTATATC 248 
240 TTCTTGATTGGCAAACATTTAGAATTTTGGTAGTACACACTGTTGATGAAACTGTGGTTCAG 310 
249 TTCTTGATTGGCAAACATTTAGAATTTTGGTAGTACACAGTCTTGATGAAACTGTGGTTCAG 310 
311 CAAAAACTCTCATCCTCTGCTAGTGGCTTTT 341 
311 CAAAAACTCTCATCCTCTGCTAGTGGCTTTT 341 


图 7  WURPHEJE NS 341 bp 片段 的 序列 比 对 
Fig. 7 Alignment of 341 bp fragments of Demodex folliculorum and D. brevis 
E rp ios zB SENE SS CD. f. ) MEIRE CD. 2. ) 分 别 在 第 84 个 位 点 ( 具 灰 底 处 ) 和 第 165 个 位 点 ( 具 灰 底 处 ) 8130 A/G 和 C/T 互 换 。The 
figure showed that D. folliculorum (D. f.) and D. brevis (D. b.) have two different bases at the 84th and 165th sites ( shaded) , which are A/G and 


C/T permutation, respectively. 
E GA 
3 讨论 


本 研究 曾 尝试 利用 GenBank 中 唯一 一 条 大 里 
形 旺 几 丁 质 合成 酶 基因 序列 设计 特异 性 引物 ， 对 两 
PRAKRIT DNA 扩 增 ,， 因 未 获得 特异 性 条 
带 , 重组 测序 后 未 得 到 满意 结果 ;之 后 参照 赵 源 
(2007) 的 3 条 随机 引物 , 对 两 种 人 体 蠕 形 螨 进行 扩 
增 , 发 现 两 种 蠕 形 螨 在 基因 结构 上 既 有 同 源 性 ,又 
存在 明显 的 差异 。RAPD 技术 不 仅 可 用 于 两 种 螨 的 
多 态 性 分 析 和 物种 鉴定 , 而 且 也 是 对 提取 的 两 种 人 
体 蠕 形 螨 基因 组 DNA 的 一 个 检测 。 表 明 RAPD dz 
术 能 够 检测 那些 DNA 提取 量 少 ， 难 以 用 稼 规 方法 
(如 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 ) 检测 的 里 类 DNA 样本 ;尤其 
是 对 于 那些 没有 任何 分 子 生 物 学 研究 基础 的 物种 ， 
用 随机 引物 对 其 进行 检测 更 为 适用 。 

实验 的 可 重复 性 是 衡量 一 个 研究 结果 是 否 可 信 
的 关键 。 由 于 RAPD 技术 的 重复 性 受到 诸多 因素 的 
有 影响, 部 分 学 者 曾 一 度 因 RAPD 技术 重复 性 不 好 而 
产生 对 RAPD 技术 可 行 性 的 怀疑 直接 限制 了 该 技 
术 在 物种 鉴别 方面 的 应 用 。 但 后 来 经 过 许多 学 者 长 
期 的 研究 探讨 , 对 产生 的 原因 提出 了 可 行 的 解决 办 
法 和 实验 中 应 注意 的 问题 , 使 可 重复 性 大 大 提高 。 
在 本 实验 中 , 我 们 通过 严格 控制 实验 条 件 , 规范 操 
作 过 程 , 初步 解决 了 RAPD 技术 重复 性 差 的 问题 ， 
反复 多 次 实验 的 结果 基本 稳定 。 

本 研究 初次 证 明 855 bp 的 基因 序列 为 毛 赛 里 
形 螨 所 特有 ,341 bp 的 共有 基因 序列 两 种 蠕 形 里 同 
源 性 高 达 99.4% , 表明 RAPD RRI HATER 
里 和 皮脂 蜂 形 里 的 多 态 性 分 析 和 物种 鉴定 。 这 一 人 研 
究 结 采 , 标志 着 我 们 对 蜂 形 螨 的 研究 已 初步 进入 到 
基因 水 平 。 可 以 相信 ,， 随 着 研究 的 继续 , JETE 
分 子 水 平 的 研究 将 会 逐步 走向 深入 。 
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